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USO DE DM43 E SEUS FRAGMENTOS COMO INIBIDOR DE 

METALOPROTEASES DE MATRIZ 

Caxnpo da Xnvenqsao 

A presents invengao, em seu conceito mais amplo, se 
refere ao uso da proteina DM43 como Inibidor de 
metaloproteases. Mais particularmente, a presents invengao 
esta relacionada ao uso de DM43 para tratamento terapeutico 
na inibigao de metaloproteases de matriz, e uma composigao 
farmacSutica consistindo da proteina DM43 com urn veiculo 
fairmaceuticamente aceitavel, 
Ftandamen-tos da Inventpao 

A proteina DM43 e uma molecula conhecida, tendo sido 

♦-"1 

descrita sua purificagao e caracterizagao como um inibidor 
de metaloproteases de venenos de serpentes . Entretanto, o 
estado da tecnica nao apresenta registro da capacidade da 
DM43 em modular fungoes celulares como indugao de apoptose, 
aumento de deposito de componentes de matriz extracelular 
e aumento da adesao celular. 

Os invent ores do presents pedido de patente ja vem ha 
muitos anos investigando a resist§ncia natural de 
marsupials a venenos de serpentes. Do soro do gamba 
{Didelphis marsupialls) foi isolada e caracterizada lama 
glicoproteina acida de_ 43 kDa {DM43), capaz de inibir as 
atividades de metaloproteases encontradas nos venenos de 
serpentes (SVMPs) via formagao de complexos nSo-covalentes 
[ (Neves-Ferreira et al., 2000) e ( Neves -Ferreira et al . , 
2002)]. 

As SVMPs pertencem ..a f amilia . das Metzincinas, cujos 
membros possuem caracteristicas comuns segundo suas 



topologias^ seqiiencia consenso de ligagao do zinco e urn 
residuo metionina conservado, que forma a base dos sitios 
ativos. Possuem identidade estrutuxal de cerca de 15% com 
as metaloproteases de matriz (MMPs), e 30% com as 
metaloproteases com dominio desintegrina simile 
(ADAMs) ) - {Nagase and Woessner, 1999) 

♦ 

As MMPs sao uma familia com 26 membros ja descritos, 
que se destacam pela sua participagao em varies processes 
fisiologicos (desenvolvimento fetal e regulagao do sistema 
imune), e patologicos* O mais importante mecanismo de 
regulagao da atividade das metaloproteases e • a formagao 
de complex© com seus inibidores naturals, os TIMPs 
(inibidores teciduais de metaloproteases), A ruptura do 
balango entre os TIMPs e as MMPs \ pode resultar nas mais 
diversas patologias como doengas articulares, canceres, 
doengas cardiovasculares, desordens neurolcgicas, etc. 

A mais comum doenga articular em humanos e a 
osteoartrite que acomete cerca de 190 milhoes de pessoas no 
mundo, de acordo com a Organizagao Mundial de Saude . A 
patogenese e consequencia da degradagao progressiva de 
componentes da ' matriz extracelular de cartilagens 
articulares de diartroses, como resultado da agao 
proteolitica das MMPs. Estas metaloproteases atingem 
niveis elevados em modelos animals, em cartilagens humanas 
e no liquido sinovial de paeientes com osteoartrite (Janusz 
et al. , 2002) , 

A terapeutica atual para paeientes com osteoartrite 
consiste no uso de antiinf lamatorios, que visam apenas a 
diminuigao da dor e minimizagao da incapacidade motora. Ha 



estudos que visara a inibigao ou bloqueio de MMPs para o 
tratamento desta doenga. Dentre estas, a MMP-3 vem sendo 
apontada como principal alvo molecular, que e uma enziina 
que age sobre grande parte das proteinas de matriz 
extracelular, alem de possuir a capacidade de ativar outras 
MMPs. Poi: ser superexpressas neste processo f isiopatol6gico 
€ utilizada corao marcador da doenga (Lohmander et al., 
1993) . 

Durante os liltimos trinta anos, as MMPs foram 
consideradas alvos promissores na terapia do cancer. Esta 
teoria e sustentada pelo aumento da expressao genica destas 
metaloproteases em tecidos malignos e pela sua capacidade 
em degradar componentes da matriz extracelular . Em muitos 
cases a progressao tumoral se relaciona com os niveis de 
expressao de MMPs. As alteragoes destes niveis, podem ainda 
evidenciar o comportamento invasive das c61ulas tumorals, e 
sua habilidade de provocar met^stase em experimentos com 
modelos animals (Coussens et al., 2002). Ha estudos 
focalizando a inibigao da atividade destas metaloproteases, 
empregando seus inibidores naturals, os TIMPs, ou o uso 
de compostos sinteticos capazes de inativar estas enzimas. 
Alem disto, estuda-se a possibilidade de inibigao da 
sintese das MMPs (Vincenti et al., 1994). Varies grupos ja 
demonstraram que a superexpressSo dos TIMPs 6 capaz de 
reduzir metastase experimental, apesar disto, dificuldades 
tecnicas impossibilitaram at6 agora o uso dos TIMPs como 
potenciais drogas. 

0 uso dos inibidores sinteticos vem sendo testado na 
industria f armacSutica, sem resultados relevantes ate 



agora, alem de apresentarem balxa bioacessibilidade, podem 
levar ao aparecimento de dores e inflamagoes severas como 
efeitos colaterais. 0 estado da arte (Coussens et al,, 
2002, tabela deste artigo) mostra que ate o momento os 
testes cllnicos (Fase III) com os inibidores conhecidos nao 
apresentaram resultados relevantes, 

Desta forma^ a descoberta de urn novo inibidor de 
metaloproteases de matriz pode significar urn avango 
terapeutico para patologias ainda sem perspectivas de 
tratamento . 
Simarxo da Xnvengao 

O objetivo principal da presente invengao e o uso 
terapeutico da proteina DM43 como inibidor de 
metaloproteases de matriz envolvidas em patologias tais 
como canceres e osteoartrite. 
Breve Descrigao das Figuuras 

A Figura 1 mostra a viabilidade celular em 
fibroblastos normals murines (3T3) . 

A Figura 2 mostra o ciclo celular em fibroblastos 
normals murines (3T3) . 

A Figura 3 mostra a apoptose em fibroblastos normals 
murines (3T3) , 

As Figuras 4A, 4B e 4C mostram, respectivamente, a 
viabilidade celular, o ciclo celular e a apoptose com a 
linhagem tumoral murina (EL4) , 

As Figuras 5A, 5B, 5C e 5D mostram a marcagao de 
componentes de matriz extracelular {f ibronectina) em 
fibroblastos noirmais murines (3T3) do controle negativo e 
das 3 diferentes concentragoes de DM43. 



As Figuras 6A, 6B, 6C e 6D mostram a adesSo celular em 
linhagens de fibroblastos normals murines (3T3) em co- 
cultura com tim6citos do controle negative e das 3 
diferentes concentragoes de DM43. 

A Figura 7 mostra o perfil do sobrenadante de 
fibroblastos normals murlnos (3T3) quando submetldo a 
cromatografia de afinidade acoplada com DM43. 

A Figura 8 mostra a eletroforese em gel de 
pollacrllamida (12,5%) impregnado por prata, onde o numeral 
1 significa o padrao de massa molecular, o numeral 2 
significa o sobrenadante de fibroblastos e o numeral 3 a 
fragao ligada a cromatografia de afinidade. 

As Figuras 9A e 9B mostram os perfis de sobrenadante 
de adenocarcinoma de prostata (MDA) e mama (MCF7 ) , 
respect ivamente, quando submetidos a cromatografia de 
afinidade acoplada com DM43. 

A Figura 10 mostra a eletroforese em gel de 
poliacrilamida (12,5%) impregnado por prata, onde o numeral 
1 significa o padrao de massa molecular, o numeral 2 
significa o sobrenadante MDA, o numeral 3 significa a 
fragao MDA nSo-ligada a cromatografia de afinidade, o 
numeral 4 fragao MDA ligada ^ cromatografia. de afinidade, 5 
significa espago vazio, o numeral 6 significa o 
sobrenadante MCF7, o numeral 7 significa a fragao MCF7 nao- 
ligada a cromatografia de afinidade e o numeral 8 significa 
a fragao MCF7 ligada a cromatografia de afinidade. 

A Figura 11 mostra a zimografia em -gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE 10% do liquido sinovial de 
osteoartrite . 



A Figura 12 mostra o resultado do ensaio de inibigSo 
utilizando caseina como substrate, onde osteo significa o 
liquido sinovial de osteoartrite, soro significa o soro de 
gamba e 0+soro significa o liquido sinovial' de osteoartrite 
incubado com soro total de gamba por 30 minutos a 37 

A Figura 13 raostra o perfil do liquido sinovial de 
osteoartrite quando submetido a cromatografia de afinidade 
acoplada com DM43. 

A Figura 14A mostra a eletroforese em gel de 
poliacrilamida impregnado por prata do liquido sinovial de 
osteoartrite ,r onde o numeral 1 significa padrao de massa 
molecular, o numeral 2 significa o liquido sinovial, o 
numeral 3 significa o ligado em afinidade, o numeral 4 
significa espago vazio e o numeral 5 significa BSA. 

A Figura 14B mostra a imunotransferencia de amostras 
nao reduzidas reveladas com anticorpo monoclonal anti-MMP- 
3, , onde o numeral 1 significa PM pre-corado) padrao de 
massa molecular pre-corado, o numeral 2 significa o liquido 
sinovial, o numeral 3 significa o ligado em afinidade, o 
niimeral 4 significa BSA, como controle negative . 

A Figura 15 mostra as massas moleculares de diversas 
MMPs ja descritas na literatura. 
Descrlgao Det:alhada da Invengao 

A invengao sera agora descrita atraves dos exemplos 
abaixo, os quais nao devem ser interpretados de forma 
limitativa. 

Na presents invengao os modelos fibroblastos -murines 
{3T3), linfomas murines {EL4), adenocarcinomas humanos 



(mama - MCF7 e prostada - MDA) e osteoartrite . foram 
selecionados com base nos seguintes aspectos: 

(i) fibroblastos murines: principal linhagem celular 
normal produtora de MMPs; 
5 . (ii) linfoma de timo murino (EL4) : linhagem celular 

tumoral de timo,. a literatura mostra que linhagens tumorals 
superexpressam MMPs; 

(iii) adenocarcinomas humanos (mama e prostada), 
linhagens tumorais superexpressam MMPs, principalmente 

0 nestes casos MMPs--2 e MMPs-9; 

(iv) osteoartrite: principal doen?a articular em 
humanos, cuja patogenese 6 dada pela degradagao progressiva 
de componentes da matriz extracelular de cartilagens de 
diartroses por MMPs, 

5 Exemplo 1 - Obteng:ao da proteina DM43 

A proteina DM43 foi obtida segundo metodo descrito por 
(Neves-Ferreira et al . , 2000) e (Neves-Ferreira et al,, 
2002), aqui incorporado para referSncia, 

O soro obtido de Dldelphls marsupialls, capturados no 

0 Estado do Rio de Janeiro, de acordo com as normas 
recomendadas pelo IBAMA, foi submetido a dialise sob 
agitagao por 24 horas, a 4''C, contra tampao acetato de 
sodio 0,01M pH 3,7 e centrifugado a 7.800xg (centrifuga 
refrigerada BECKMZyM J2-21M) por 15 minutes a 10°C. O 

5 sobrenadante foi fracionado por cromatograf ia de troca 
aniSnica em gel de DEAE-Sephacel (2,5 x 30 cm). A eluigao 
foi feita inicialmente de forma isocratica, seguida de um • 
gradiente de 0,15-0,5M de NaCl no mesmo tampao de dialise, 
com velocidade de fluxo de 30mL/hora, A fragao ativa foi 



r 



8 



10 



precipitada com sulfate de amdnio (80% de saturagao) e 
submetida a cromatograf ia de interagao hidrofobica em gel 
de Phenyl Sepharose (1,6 x 20cm). O fracionamento foi feito 
utilizando gradiente linear de 0,5 M de sulfate de amonio 
ao tampao (fosfato de sodio 0,1M pH 7,0) e o mesmo tampSo 
sem adigSo de sulfate, com fluxo de 30raL/hora. Todas as 
cromatografias foram realizadas em sistema AKTA purifier da 
Pharmacia Biotech. DM43 foi dialisada contra carbonate de 
amdnio e liefilizada. 

Exemplo 2 - Obtiengao das IdLnihagens nojcmals , tumozraxs e do 
liquxdo sinovial 



A linhagem celular de fibroblastos de camundongo (3T3) 
foi cultivada em DMEM (Dulbecce' s Modified Eagle's Medium) 
acrescido de 10% de soro fetal, 5% de CO2 a 37 °C. 
1^ linhagens celularef's de adenocarcinoma de prostata 

(MDA) , assim com as de mama (MCF7) foram cedidas pele 
Institute Nacienal do CSncer - INCA. 

J6 o liquide sinovial de osteoartrite fei cedido pele 
Hospital Universit^rio Clementine Fraga Filho (UFRJ) . 
z^O Exentplo 3 - Dosagem de proteinas 

A determinagao do conteudo prot6ico das amostras foi 
feita segundo o metodo de (Lewry et al., 1951). A curva 
padrae fei construida a partir de xima solugSo de Img/mL de 
sore albumina bovina (BSA) , com pontes de 10-50pg. 
25 Bxemrolo 4 - 



A linhagem celular de fibroblastos (1 x 10^ celulas / 

garrafa) foi incubada em meie DMEM a 37 °C. Ap6s 24 horas, 

as celulas foram e desafiadas com 3 diferentes 

cencentragoes de DM43 (10, 250 e lOOOng/mL) per 20 horas a 



5% de C02/37''C. A analise da viabilidade foi realizada por 
exclusao celular utilizando o corante azul de Tripan em 
camara de Neubauer. Este corante marca as celulas em 
processo de morte celular, por isso neste experimento 
contavamos apenas as celulas nao marcadas, e portanto, 
viaveis . 



iplo 5 - Ciclo celular 

Os fibroblastos (1 x 10 celulas / garrafa) apos 24 
horas de incubagao como descrito acima, foram desafiados 
por 20 horas com 10; 250 e lOOOng/mL de DM43 a 5% de CO^ 
37 °C. O ciclo celular foi avaliado utilizando 1ml do 
corante Vindelov O (Sigma Co.St.Louis, USA), composto por 
tris-HCl 3,4mM pH 7,6, iodeto de propideo (PI) 0,75mM, NP- 
40 {v/v%, 0,1), ribonuclease de pancreas bovino 700UL e 
NaCl lOmM. . (Vindelov arid Christensen, 1990) , Apos 20 
minutes a 4°C, as celulas e foram analisadas em citometro 
de fluxo FACScalibur® utilizando ^'software'' Cell Quest. 
Este corante marca DNA, e dependendo da fase do ciclo que 
a celula este j a e observada maior ou menor f luorescencia, 
evidenciada pelo marcador PI. A analise dos resultados foi 
feita por (Srea e largura) , ap6s aquisigao em escala 
linear. Vale ressaltar, que 15000 celulas foram obtidas 
independentemente da area pre-determinada por parametros de 
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) . 
?>lo 6 - Mbrte celular 



Os fibroblastos foram mantidos em cultura (37° C, 5% 

CO2) por 2 4 horas em meio DMEM e desafiados com (10; 250; 

» 

lOOOng/mL .de DM43) por 20 horas . Apos este tempo, foram 
incubados com 20mg/mL do marcador 7-actinomicina D (7AAD) 



pcfr 2 0 minutos e analisadas por citometria de fluxo) 
(Philpott et al., 1996) como descrito anteriormente. Este 
reagente marca o DNA de forma diferencial. As celulas 
viaveis nao sao marcadas, ja que estao integras. As celulas 
em estado de necrose sao as mais marcadas pelo corante, ja 
que suas membranas plasm^ticap sofreram ruptura; as celulas 
apoptoticas sao pouco marcadas , e assim como as necroticas 
apresentam-se em tamanhos menores, em comparagao com as 
viaveis. Com isto, podemos plotar urn grafico com 3 
diferentes regioes dependendo do estado da celula em estudo 
e tamanho celular, '* - 

Este mesma serie de experimentos ( viabilidade, ciclo e 
morte celular) foi realizada utilizando a linhagem tumoral 
EL4 (linfoma de time) . 

Exeiqplo 7 - Marcagao de cos^onent:es da matrlz extracelular 

Os experimentos de matriz extracelular foram 
realizados utilizando a mesma linhagem celular de 
fibroblast OS, que foram incubadas com as mesmas 
concentragoes de DM43 (10; 250 e lOOOng/mL) por 20h. Ap6s 
este periodo, as celulas foram marcadas com anticorpo 
primario anti-laminina, fibronectina e colageno. Ap6s 30 
minutos, as celulas foram lavadas e marcadas com anticorpo 
secundario com floresceina. As celulas foram analisadas por 
microscopia optica de f luorescencia . Utilizamos como 
controle positive a linhagem celular de estroma de medula 
(S17) . Como controle negative utilizamos uma Ig normal de 
coelho. Os anticorpos anti-f ibronectina e anti-laminina 
foram utilizados na diluigao de 1:100, ja o anti-col6geno 
foi utilizado na concentragao de 1:50. 



Exenqplo 8 - Adesao celulax: 



A adesao celular foi realizada em linhagem de 
fibroblast OS (1 x 10^ celulas/pogo) plaqueados por 24h em 
estufa a 37.°C e 5% de COg. Apos este tempo, as celulas 
foram desafiadas com o inibidor (10, 250 e lOOOng/mL) por 
20h. Apos este periodo, timocitos frescos isolados de 
camundongos Balb, foram adicionados a cultura {cerca de 50 
timocitos por fibroblast©) . A co-cultura ficou em estufa a 
37 °C a 5% de CO2 por 30 rainutos e posteriormente sob 
agitagao por mais 30 minutos. Apos, os timocitos que nSo 
aderiram ou ficaram fracamente aderidos foram retirados por 
inclinagao da placa. As celulas restantes foram fixadas por 
metanol (MeOH) absolute por 7 minutos, e coradas por 
corante de Gimsa (cora apenas os Aucleos das celulas) por 
30 minutos. As c61ulas 'foram entSo lavadas cora agua 
destilada e analisadas por microscopia optica. Para fazer 
analise total da adesSo, os tim6citos que nao aderiram ou 
ficaram fracamente aderidos foram retirados por inclinagao 
da placa e os aderidos foram lavados e contados em cSmara 
de Neubauer . 

Exen^lo 9 - Cromatograf ia de afinidade acoplada com DM43 

O inibidor DM43 isolado conforme Exemplo 1 foi 
acoplado covalentemente a uma coluna de afinidade HiTrap® 
NHS de ImL (Amersham Biosciences), de acordo com o manual 
de instrugOes. Os diferentes materials (sobrenadantes de 
fibroblastos, adenocarcinomas de mama e de prostata; e o 
liquid© sinovial de osteoartrite) foram precipitados com 
sulfate de amdnio (80% de saturagao) e submetidos a coluna, 
que foi equilibrada com tampao tris-HCl 0,02M + CaCla 0,02M 



pH 7,5. As frag5es ligadas foram eluidas com tampao 
glicina-HCl 0,1M + CaCla 0,02M pH 2,1, a uma velocidade de 
fluxo de ImL/min a 4°C e coletadas sobre solugao de tris IM 
para neutralizar o pH das fragSes eluidas. 




Todas as amostras e fragSes eluidas foram analisadas 
per eletroforese em gel de poliacriiamida com SDS, de 
acordo com o metodo de (Laemmli, 1970) . Os geis de 
concentragao foram constituidos por 4% de bis-acrilamida e 
OS g6is de corrida foram utilizados na concentragao de 
12,5%. O tampao amostra foi utilizado na presenga de agente 
redutor (p-mercaptoetanol 5%). Utilizamos como tampao de 
corrida tris-glicina 0,05M pH 8,3;^ contendo 0,1% de SDS. 
Todas as amostras foram aquecidas k lOCc por 5 minutos 
antes de serem aplicadas ao gel. Utilizamos o sistema Mini 
Protean II (BIO RAD) . As corridas duravam em media 4 0 
minutos, utilizando voltagem constante de 200V. Os g6is 
foram impregnados por prata para revelag^o das bandas 
proteicas. 

Para verificagSo da atividade proteolitica das fragoes 
foi utilizada a t^cnica da zimografia, que foi realizada em 
gel de acrilamida 10% copolimerizado com caseina a 2%. As 
amostras (11,2 - 44,8ug proteina/pogo de liquid© sinovial) 
foram preparadas em tampao contendo SDS e na ausencia de 
agente redutor. A corrida teve duragSo total de 2 horas 
utilizando corrente constante de 15mA (por Ihora) e '20mA (1 
hora) . Apos a corrida, o gel foi transferido para tampao 
tris HCl 50mM pH 7,6 contendo 2,5% de triton x-100 por 1 



hora. Apos este tempo^ o gel foi transferido para o tampSo 
de lise tris HCl SOinM pH 7,8 contendo ISOiriM NaCl e 5niM de 
CaC12, por 24 horas a 37 °C sob agitagao. 

Os geis foram corados com azul de Coomassie 0,1% R- 

250. 

Exenplo 11 - Imunoxevelayao 

As amostras foram eletrotransf eridas. apos eletroforese 
em gel de poliacrilamida em presenga de SDS e agente 
redutor (P-mercaptoetanol 5%), para uma membrana de PVDF 
(Immobilon- P, 0,45iaM), utilizando o sistema Mini Trans- 
Blot (BIO RAD) , As transferencias duravam em m^dia 1 hora, 
utilizando voltagem constante de lOOV. A revelagao foi 
feita com anticorpo monoclonal anti-MMP-3 produzido em 
ratos. O anticorpo secundario utili^;sado foi IgG anti-IgG de 
rato, conjugado com peroxidalse (R&D systems) • 
Exeniplo 12 - IniJbigiao da atividade proteolitlca 

Apos comprovagao da atividade proteolitlca do liquido 
sinovial de osteoartrite, foram realizados ensaios de 
inibigSo tamb6m utilizando a caseina (1%) como substrate. O 
soro total de gamba (2,8mg) foi incubado com o liquido 
sinovial (8,4mg) por 30 minutes a 37 °C, antes de serem 
adicionados a caseina (SOOpL) contendo 25]iL de CaClz 0,08M 
por 1 hora a 37''C. A reagao foi parada com TCA 5% (SOOpL) , 
e a mistura foi centrifugada por 15 minutes a 3000 rpm. O 
sobrenadante foi analisado por espectrof otometria 
(SHIMADZU) com leitura a 280nm, 

Os resultados apresentados nas Figuras aqui anexadas 
deirionstram uma diminuigao na viabilidade dos fibroblastos 
utilizando as 3 concentragoes de DM43 (10; 250 e 1000 
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ngVinL) (Fig.l). Esta diminuigao poderia ser causada por um 
aumento de morte celular e/ou variagao no ciclo celular. No 
ciclo celular de fibroblastos nao observamos nenhiim efeito 
significativo com nenhuma das doses utilizadas de 
5 tratamento (Fig. 2) . Ja a analise com 7AAD demonstrou um 
aumento de apoptose nas celulas incubadas com DM4 3^ 
corroborando os dados de celularidade, 6 evidente que a 
dose de lOng/mL e a mais signif icativa neste fenomeno, 
triplicando o numero de celulas apoptoticas em relagao ao 
10 controle (Fig, 3) . 

Os resultados obtidos com a linhagem celular EL4 
mostraram a mesma tendencia dos obtidos com fibroblastos, 
ou seja, uma diminuigao na viabilidade das celulas, causada 
por morte celular, sem demonstrar modificagao no ciclo 
15 destas celulas (Fig. 4). ' 

Nos experimentos de analise de componentes da matriz 
extracelular verificou-se grande dep6sito de f ibronectina, 
principalmente utilizando a dose de lOOOng/mL de DM43 
(Fig, 5) . Os outros componentes de matriz (laminina e 
20 colageno IV) nao apresentaram modificagao. 

DM43 induziu o aumento na adesao, o que parece ser 
dose dependente, aumentando de acordo com a dose de 
inibidor utiliziada (Fig. 6). Alem disto, nota-se uma enorme 
formagao de grumos de timocitos, o que tornou impossivel a 
25 quantificagao destes experimentos, conforma Tabela 1 
abaixo. 
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Tafcela 1: Adesao Celular (fibroblastos '/ timocitos) 



Con-tagem 
adesao 


Cozi'trole 


DM43 
(lOng/mL) 


DM43 
{250ng/inli) 


DM43 
(lOOOng/mL) 


Fibroblastos 

totals 


399 


354 


nd 


nd 


Timocitos / 
fibroblastos 


396 


352 


nd 


nd 


Timocitos 
totals 


211-6 


2219 


nd 


nd 


fndice de 
adesSo 


5 / 3 % 

- 


6^3% 


nd 


nd 



Porem, a analise da adesao total revelou um aumento 
signif icativo utilizando as doses de DM43, prlnclpalmente a 
de lOOOng/mL, conforme observado na Tabela 2 abalxo. 
5 Tabela 2: 





Cozi'trole 


DM43 


DM43 


DM43 






(lOng/mL) 


(250ng/ziili) 


(lOOOng/mli) 


Total de 










celulas 


7,5 X 10^ 


16,8 X 10^ 


15,3 X 10^ 


21, 6 X 10^ 



Este axomento de adesao de timocitos aos fibroblastos e 
estes a ^ placa, sugere inibigao das metaloproteases que 
estariam degradando componentes de matriz, o que corrobora 
OS dados de aumento de deposito de f ibroriectina, 
0 principlamente com a maior dose utilizada. 



Os resultados aqui apresentados, demonstraram que uma 
fragao proteica do sobrenadante de fibroblasto foi capaz de 
interagir com DM43 acoplada a cromatograf ia de NHS (Fig. 7). 
A an^lise desta fragao per zimografia indica a presenga de 
enzimas em seu conteudOr ja que foi capaz de hidrolisar a 
caseina copolimerizada a acrilamida. A analise 
eletroforetica deste material demonstra a presenga de 3 
bandas prot6icas principals (Fig. 8). As massas moleculares 
de = 92,. 66 e 28 kDa^ corroboram com os valores de massa 
molecular reportados para as MMPs 2, 3 e 9, como mostra a 
Figura 15. 

A MMP-3 pode apresentar-se era sua forma ativa com 
28kDa. 

Da mesma forma, fragoes proteicas dos sobrenadantes 
das linhagens tumorals foram capazes de ligar-se a DM43 
(Fig. 9) e hidrolisar a caseina. A analise eletroforetica 
revela a presenga de 2 principals bandas proteicas de = 92 
e 66 kDa na fragao ligada de MDA. No caso de MCF7, 4 bandas 
proteicas de = 98, 92, 66 e 55 kDa foram visualizadas, como 
mostra a figura 10. Mais uma vez, estas massas podem 
sugerir a presenga das MMPs 2, 3 e 9. 

Apos a confirmagao da atividade proteolitica do 
liquido sinovial de osteoartrite por zimografia (Fig. 11), 
este material foi submetido a ensaio de inibigao utilizando 
caseina como substrate, onde foi verificado que a 280nm o 
liquido foi capaz de hidrolisar a caseina, e que quando 
incubado com o soro total de gamba foi totalmente 
neutralizado por este (Fig, 12). 
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Quando o liquido sinovial foi submetido S 
cromatograf ia de afinidade^ foi verificada a ligagao de 
uma fragao proteica {Fig. 13). Esta fragao analisada por 
SDS-PAGE revelou a presenga de 2 bandas proteicas 
principais de = 66 e SSkDa (Fig,14A). A imunorevelagao. por 
anticorpo monoclonal anti-MMP-3 confirmou a presenga de 
MMP-3 (Fig*14B), indicando a interagao de DM43 e MMP-3 
presente no liquido sinovial de osteoartrite. 

Estes dados pela primeira vez indicam a interagSo de 
um inibidor de metaloproteases de venenos de serpentes 
(DM43) com metaloproteases de matriz (MMPs) . Alem disto, em 
4 dif erentes modelos experimentais foi verif icado a 
presenga de bandas proteicas de semelhante migragao 
eletrof oretica, que muito certamente correspondem as MMP-2^ 
3 e 9. ' 
As coipposigdes farmaceu-bxcas 

As composigoes f armac§uticas de acordo com a presente 
invengao consistem de uma quantidade efetiva da proteina 
DM43 e um veiculo f armaceuticamente aceitaveis, 

A composigao pode estar na forma de comprimidos, 
pilulas, capsulas, ou na forma de solugoes ou suspensoes. 
As composigoes solidas contem o ingrediente ativo em 
mistura com excipientes nao-toxicos apropriados para a 
manufatura de comprimidos, tais como^ ami do , agucar de 
leite, cert OS tipos de carbonates e/ou bicarbonatos, 
fosfatos etc. Os comprimidos podem ser revestidos ou nao^- 
dependendo do ponto do trato gastrointestinal onde deve 
ocorrer a desintegragao e absorgao da droga. No case de 
.suspensoes ou solugoes aquosas, podem ser usados 
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excipientes como metil celulose^ alginate de sodio^ goma de 
acacia, lecitina etc e um ou mais aditivos, tais como 
conservantes^ corantes, f lavorizantes, espessantes etc. 

Uma quant idade da proteina DM43 que sera coxnbinada com 
o veiculo f armaceuticamente aceitSvel de forma a produzir a 
forma a dosagem apropriada. Na presente invengao as 
composigoes f armaceuticas podem center, a proteina DM43 em 
concentragoes pref erenciais que variam , de 10 a 
lOOOng/mL. 

A dose para qualquer paciente ira depender de varios 
fatores incluindo a atividade do composto especifico 
empregado, a idade, peso corporeo, quadro clinico geral, 
sexo, , dieta, tempo e via de administragao, taxa de 
excregao, combinagao com outras drogas e a severidade da 
doenga a ser tratada. '! 



Re±v±nd± canoes 

1. Composigao farmaceutica caracterizado por . center 
uma quantidade efetiva da proteina DM43 e urn veiculo 
f annaceuticamente aceitavel . 

2. Composigao de acordo com a reivindicagao 1 
caracterizada por concentragoes efetivas da proteina DM43 
na faixa de a lOOOng/mL* 

3* Metodo para inibir metaloproteases em celulas 
humanas de acordo com as revindicagoes 1 e 2, pela 
administragao de uma quantidade efetiva da proteina DM43. 

4. Metodo para tratamento de doengas tumorais em 
pacientes humanos caracterizado por administrar ao dito 
paciente uma quantidade efetiva da proteina DM43^ de acordo 
com as reivindicagoes 1 e 2, 

5. Metodo para tratamfento de tumores da mama, tumores 
da prostata, tumores da nuca, tumores da cabega e tumores 
do pulmao, de acordo com as reivindicagSes 1 e 2. ' 

6. Metodo para tratamento de doengas do sistema 
nervoso central em pacientes humanos, de acordo com as 
reivindicagoes 1 e 2 . 

7 . Metodo para tratamento de doengas como esclerose 
multipla e doenga de ' Alzheimer, de acordo com as 
reivindicagoes 1 e 2 . 

8 • Metodo para tratamento de doengas articulares como 
osteoartrite em pacientes humanos, de acordo com as 
reivindicagoes 1 e 2, 

9. Uso da proteina DM4 3 no tratamento de humanos para 
inibir a presenga de metaloproteases de matriz, de acordo 
com as reivindicagoes 1 e 2 . 
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' Resxuao 

USO DE DM43 E SEUS FRAGMENTOS COMO INIBIDOR DE 

« 

METALOPROTEASES DE MA.TRIZ 
A presenta invengao esta relacionada ao uso da 
proteina DM43 como inibidor de metaloproteases . Mais 
particularmente, a presents invengao esta relacionada ao 
uso de DM43 para terapeutica de patologias como cSnceres 
e osteoartrite, dependentes da inibigao de metaloproteases 
de matriz, baseando-se na identidade estrutural com as 
SVMPs . 



